














Sciences, University of Ulster, Coleraine, BT52 1SA UK
School of Health, Sport and Bioscience, University of East
London, Stratford, E15 4LZ UK
Abstract
The  frog  skin  host­defence  peptide  hymenochirin­1B  has  been  shown  to
stimulate insulin release in vitro from isolated pancreatic islets and BRIN­
BD11  clonal  β­cells.  This  study  examines  the  effects  of  28­day
administration  of  a  more  potent  analogue  [P5K]hymenochirin­1B










obesity,  glucose  intolerance  and  insulin  resistance.  Treatment  with
[P5K]hym­1B  significantly  decreased  plasma  glucose  concentrations  and
improved  glucose  tolerance,  insulin  secretion,  insulin  sensitivity  and
increased  the  magnitude  of  the  incretin  effect  (difference  in  response  to
oral  vs  intraperitoneal  glucose  loads).  Responses  to  established  insulin
secretagogues were greater in islets isolated from treated animals compared
with  saline­treated  controls.  [P5K]hym­1B  administration  significantly
decreased  total  islet  area  and  β­  and  α­cell  areas,  and  resulted  in  lower
concentrations  of  circulating  triglycerides  and  plasma  and  pancreatic
glucagon.  Peptide  treatment  had  no  effect  on  food  intake,  body  weight,
indirect  calorimetry  or  circulating  concentrations  of  amylase  and  marker
enzymes of  liver and kidney  function. RT­PCR demonstrated  that  the  Insr
(insulin  receptor)  gene  and  genes  involved  in  insulin  signalling  (Slc2a4,
Irs1, Pik3ca, Akt1  and  Pkd1)  were  significantly  up­regulated  in  skeletal
muscle  from animals  treated with  [P5K]hym­1B. Expression of  the Glp1r
(GLP­1 receptor) and Gipr (GIP receptor) genes was significantly elevated
in  islets  from peptide­treated mice. These data  suggest  that  [P5K]hym­1B



































































































































































































































































































interval  throughout  the  28­day  treatment  period.  For  panels  h  and  i,  body  fat
was  measured  by  DEXA  scanning  at  the  end  of  the  study.  Values  are
means ± S.E.M. (n = 6). Integrated responses (area under the curve are shown.























glucose tolerance (Fig.  2 a,  2b) and significantly (P < 0.01) enhanced insulin
response to glucose (Fig.  2 c,  2d) compared with the lean control group. A
















Glucose  tolerance  and  plasma  insulin  following  intraperitoneal  and  oral
administration  of  glucose  in  high­fat­fed  mice  treated  with  [P5K]hym­1B.
Blood samples were collected before and after intraperitoneal (panels a–d) and
oral (panels e–h) administration of glucose (18 mmol/kg body weight)  in lean
and  high­fat­fed  control  mice  and  in  mice  treated  with  [P5K]hym­1B  for
28 days. Values are means ± S.E.M.  (n = 8).  Integrated responses  (area under





Comparison of  the  incretin effect of  intraperitoneal and oral administration of
glucose  in  lean,  high­fat­fed  and  [P5K]hym­1B­treated  mice  after  28  days.
Intraperitoneal  (IGTT)  and  oral  (OGTT)  glucose  tolerance  tests  were  carried
out on overnight­fasted mice. Values are means ± S.E.M. (n = 8). Panels a and
b show the differences in integrated response (area under the curve) for IGTT





Effects  of  [P5K]hym­1B  administration  on  insulin  sensitivity  in  high­fat­fed
mice. Blood samples were taken before and after intraperitoneal administration





















































Effects  [P5K]hym­1B  administration  on  a  plasma  glucagon,  b  pancreatic
glucagon, c plasma lipid profile, d serum amylase concentrations and e plasma
concentrations  of  enzymes  in  high­fat­fed  mice.  Analysis  were  carried  out
using  lean  control,  high­fat  control  and  [P5K]hym­1B­treated  mice  after
















Effects  of  [P5K]hym­1B  administration  on  islet  morphology  in  high­fat­fed
mice.  a  Representative  islets  showing  insulin  (red)  and  glucagon  (green)
immunoreactivity  from  lean,  high­fat­fed  control  and  [P5K]hym­1B­treated
mice at 28 days, b  islet number, c  islet area, d β­cell area, e α­cell area and  f



























lean  control,  high­fat  control  and  [P5K]hym­1B­treated mice  after  28 days: a
GLUT4 (Slc2a4), b insulin receptor (Insr), c insulin receptor substrate 1 (Irs1),
d  3­phosphoinositide  dependent  protein  kinase  1  (Pdk1),  e  protein  kinase  B
(Akt1),  f  phosphatidylinositol  3­kinase,  catalytic  subunit  α  (Pik3ca)  and  g
protein phosphatase 1B (Ptb1). β­actin was used as reference gene to which all
mRNA  concentrations  (arbitrary  units)  are  normalized.  Values  are
means ± S.E.M. (n = 4).  **P < 0.01, ***P < 0.001 compared  to  lean control






















































normoglycaemia (Mezza et al.  2014 ; Roat et al.  2014 ). Consistent with















































metaplasia (Garg et al.  2010 ; Iyer et al.  2011 ; Rouse et al.  2014 ). Although
the consensus opinion strongly favours continued use of these drugs, the
situation illustrates the need for alternative therapeutic approaches. Concern
has also been raised over induction of C­cell tumours of thyroid by GLP­1
mimetics (Nauck and Friedrich  2013  although such safety concerns have
been minimized (Vangoitsenhoven et al.  2012 ). Clearly, future studies will
also need to address questions such as the possibility that [P5K]hym­1B
might provoke an allergic reaction in patients and be associated with nausea
and adverse gastrointestinal side­effects as is sometimes found with GLP­1
receptor agonists (Østergaard et al.  2016 ).
Conclusions
This study has demonstrated that [P5K]hym­1B exhibits a diverse range of
properties that indicate that it may have potential for development into a drug
for treatment of patients with type 2 diabetes. Peptide treatment lowered
circulating glucose concentrations and a previous study involving acute
administration of [P5K]hym­1B to mice (Owolabi et al.  2016 ) did observe
any “overshoot” leading to hypoglycaemia. In particular, the peptide is
effective in overcoming insulin resistance and loss of the incretin effect that
characterize the early stages of type 2 diabetes. Additionally, administration
of the peptide reverses the abnormalities in β­ and α­cell area and reduces
hyperglucagonaemia. Metabolic syndrome is characterized by a cluster of
factors that increase the risk of developing type 2 diabetes. These factors
include central obesity, insulin resistance, elevated fasting concentrations of
plasma glucose, triglycerides and LDL cholesterol concentrations, decreased
HDL cholesterol concentrations and elevated blood pressure (O’Neill and
O’Driscoll  2015 ). Although [P5K]hym­1B treatment had no significant effect
on body weight, total fat or food intake during the duration of the study, the
beneficial lowering of circulating triglyceride and LDL cholesterol
concentrations and elevation of HDL cholesterol suggests that the peptide
may be useful in preventing the progression of metabolic syndrome to
diabetes. Future studies will investigate the effect of administration of hym­
1b analogues over an extended period of time on haemoglobin A1c
concentrations.
Comparing their relative advantages and disadvantages as therapeutic agents,
[P5K]hym­1B shares with GLP­1 analogues a glucose­dependent
insulinotropic action that is mediated, least in part, through an increase in
intracellular cAMP concentration. Both peptides also have the benefit of
decreasing α­cell area and post­prandial glucagon secretion. Unlike GLP­1
mimetics, [P5K]hym­1B does not appear to promote satiety and weight loss.
GLP­1 receptor agonists retard gastric emptying and reduce hepatic glucose
output but effects of [P5K]hym­1B on these parameters have not yet been
studied. Our data suggest that [P5K]hym­1B may be superior to GLP­1
analogues with regard to improvements in insulin sensitivity and beneficial
effects on circulating lipid and LDL/HDL concentrations. In view of the rapid
clearance from the circulation of peptide­based therapeutic agents, it is
unlikely that [P5K]hym­1B itself can be used to treat patients with Type 2
diabetes. In the case of drugs based upon the structure of GLP­1, this problem
has been addressed by the design of analogues that incorporate a fatty acid
moiety that facilitates binding to albumin and D­amino acids to increase
stability to peptidases (Østergaard et al.  2016 ). This strategy will be
employed to produce long­acting analogues of [P5K]hym­1B.
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